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57© Resumen:
Nuevo procedimiento para el blanqueo enzimático libre de
cloro de pastas de alta calidad obtenidas de plantas her-
báceas o arbustivas.
Esta invención describe un procedimiento para el blan-
queo de pastas de papel de alta calidad obtenidas a partir
de plantas herbáceas o arbustivas (lino, cáñamo y kenaf,
entre otras) utilizando una enzima ligninolítica de tipo la-
casa en presencia de mediadores rédox. Estas pastas,
utilizadas para papeles especiales (como bolsitas de té,
filtros de cafetera, papel de cigarrillos o mascarillas, entre
otros) y ciertos usos no papeleros son difíciles de blan-
quear mediante reactivos químicos incluyendo el ClO2,
utilizado actualmente en sustitución del Cl2. Este procedi-
miento de blanqueo presenta ventajas medioambientales,
al eliminar el vertido de productos clorados en los efluen-
tes y permite obtener pastas de alta calidad y blancura, y
bajo contenido en lignina con un ahorro en los reactivos
químicos utilizados para el blanqueo y una mayor simpli-
cidad en el proceso.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
S
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DESCRIPCION
Nuevo procedimiento para el blanqueo enzimatico libre de cloro de pastas de alta calidad obtenidas
de plantas herbaceas o arbustivas.
Sector de la tecnica
La invencion va dirigida a un sector de la industria papelera dedicado a la produccion de pastas de
papel de alta calidad para usos especiales (incluyendo diferentes tipos de ltros, bolsitas de te, papel
moneda, papel de tipo Biblia, papeles dielectricos, papel para cigarrillos, etc.) y ciertos usos no papele-
ros a partir de plantas herbaceas o arbustivas cultivadas para la produccion de bra (incluyendo bras
textiles). El objeto de la misma es la aplicacion a estas pastas de secuencias de blanqueo basadas en
la utilizacion de enzimas que degradan la lignina (lacasa) en presencia de compuestos que potencian
la actividad de estas enzimas actuando como mediadores redox, en combinacion con reactivos qumicos
totalmente libres de cloro. De esta forma es posible eliminar el uso de reactivos que contienen cloro en el
proceso de blanqueo, con las consiguientes ventajas medioambientales, simplicar el proceso de blanqueo,
mejorar la calidad del producto y ahorrar reactivos.
Estado de la tecnica
La fabricacion de pasta de papel es el primer uso no alimenticio de la biomasa vegetal. La Union
Europea es el segundo productor mundial de pasta de papel, despues de los Estados Unidos de America.
Dicha produccion incluye pastas de papel obtenidas mediante procedimientos mecanicos (que dan pas-
tas de baja resistencia como las utilizadas para papel de periodico) y qumicos (que permiten producir
papeles con mayor resistencia) a partir de maderas de arboles caducifolios (que aportan bras cortas)
y conferas (que aportan bras largas) pero tambien pastas qumicas de alta calidad obtenidas a partir
de diferentes plantas herbaceas o arbustivas, frecuentemente anuales (van Dam, J. E. G., van Vilsteren,
G. E. T., Zomers, F. H. A., Shannon, W. B., y Hamilton, I. T., 1994. Increased application of domes-
tically produced plant bres in textiles, pulp and paper production and composite materials. European
Commission, Brussels, EUR 16101 EN; Moore, G., 1996. Nonwood bre applications in papermaking.
Pira International, Leatherhead, Surrey, UK). Estas ultimas son cultivadas para la produccion de bra e
incluyen tanto especies del grupo de las dicotiled oneas, entre otras lino, ca~namo, kenaf, algodon y yute,
como de las monocotiledoneas, entre otras sisal, miscanto, abaca y esparto. Las pastas de papel obtenidas
a partir de algunas de estas especies, principalmente dicotiledoneas, presentan propiedades muy particu-
lares debidas a las caractersticas anatomicas (presencia de una fraccion de bras muy largas procedentes
del floema) y qumicas (composicion de las fracciones de lignina y hemicelulosa) de las materias primas
utilizadas y los usos a los que estan destinadas. Entre las materias primas para estas pastas especiales
se pueden citar ca~namo (Cannabis sativa), lino (Linum usitatissimum), algodon (Gossypium spp), kenaf
(Hibiscus cannabinus), yute, abaca (Musa textilis), (Corchous spp) y sisal (Agave sisalana). Los usos de
las pastas producidas pueden incluir papeles especiales (cuyas propiedades estan a menudo relacionadas
con la presencia de bras muy largas) para diferentes tipos de ltros, bolsitas de te, papel moneda, papel
de tipo Biblia, papeles dielectricos, papel para cigarrillos, y usos no papeleros como la fabricacion de
\materiales compuestos" (en ingles composites) que incluyan bras lignocelulosicas y polmeros sinteticos
(plasticos). Varios residuos agrcolas de plantas herbaceas anuales son tambien utilizados para la fabri-
cacion de pasta de papel, como la paja de cereales (trigo y arroz) y el bagazo de ca~na de azucar.
La industria de pasta y papel es a menudo considerada como una actividad contaminante de la
atmosfera (por la produccion de olores en los procesos que incluyen sulfuro) pero especialmente del me-
dio acuatico por el vertido de efluentes contaminantes a pesar de las tendencias actuales hacia la reduccion
del volumen y toxicidad de los mismos. La planta de blanqueo es la seccion de la fabrica de pasta que
ha experimentado mayor numero de cambios durante los ultimos a~nos, buena parte de ellos para reducir
la toxicidad potencial de los efluentes generados. El Cl2 ha sido durante muchos a~nos el agente qumico
mas ampliamente utilizado para el blanqueo de la pasta qumica en secuencias que tambien incluyen ex-
tracciones alcalinas (la pasta mecanica se blanquea con procesos mas simples comparada con la qumica
que contiene productos coloreados derivados de la oxidacion de la lignina). Actualmente, el blanqueo con
Cl2 se ha eliminado en la mayor parte de los pases desarrollados ya que da lugar a clorofenoles y otros
compuestos clorados fuertemente toxicos y difcilmente eliminables de los efluentes. La sustitucion del Cl2
por ClO2 en las denominadas secuencias ECF (del ingles elemental chlorine free) ampliamente utilizadas
en la actualidad, ha reducido considerablemente la toxicidad de los efluentes de blanqueo pero no ha
conseguido una eliminacion completa de los compuestos clorados. Debido a esta situacion, las tenden-
cias mas actuales en el blanqueo de pasta de papel apuntan a la completa eliminacion de reactivos que
contengan cloro en las denominadas secuencias TCF (del ingles totally chlorine free) que utilizan O2
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(oxgeno molecular), H2O2 (peroxido de hidrogeno) y O3 (ozono) como principales agentes blanqueantes.
Los organismos y enzimas que degradan la lignocelulosa en la naturaleza han sido considerados durante
los ultimos a~nos como una atractiva alternativa biotecnologica en los procesos de fabricacion y blanqueo de
la pasta de papel (Eriksson, K.-E. L., 1990. Biotechnology in the pulp and paper industry. Wood Science
and Technology, 29: 79-101; Kurek, B., 1992. Potential Applications of Fungal Peroxidases in the Bio-
logical Processing of Wood, Lignocelluloses and Related Compounds. En: Plant Peroxidases 1980-1990,
Ed: Penel, C., Gaspar, T., y Greppin, H., University of Geneva, 139-186; Paice, M. G., Bourbonnais, R.,
Reid, I. D., Archibald, F. S., y Jurasek, L., 1995. Oxidative bleaching enzymes: A review. Journal of
Pulp and paper Science, 21: J280-J284; Call, H. P. y Mu¨cke, I., 1997. History, overview and applications
of mediated lignolytic systems, especially laccase-mediator-systems (Lignozym-R-process). Journal of
Biotechnology, 53: 163-202). A pesar de que buena parte de los estudios en este campo se han centrado
en la biodegradacion de la lignina, ya que este polmero aromatico debe ser eliminado para conseguir la
separacion de las bras celulosicas y el posterior blanqueo de las mismas, las primeras enzimas aplicadas
al blanqueo industrial de la pasta de papel fueron xilanasas (Viikari, L., Kantelinen, A., Sundquist, J., y
Linko, M., 1994. Xylanases in Bleaching - From an Idea to the Industry. FEMS Microbiology Reviews,
13: 335-350). El efecto positivo de estas se basa en la estrecha relacion existente entre xilano y lignina
en la pared celular vegetal y a que ambos polmeros reprecipitan juntos en la supercie de las bras tras
la coccion. Sin embargo estudios mas recientes han conrmado el potencial de las enzimas producidas
por los hongos ligninolticos para el blanqueo de la pasta de papel. Estos organismos secretan varias
enzimas extracelulares directamente implicadas en la degradacion oxidativa de la lignina incluyendo tres
tipos de peroxidasas denominadas lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y peroxidasa versatil (que
engloba las propiedades catalticas de las dos anteriores), y enzimas con actividad fenoloxidasa denomi-
nadas lacasas (Kirk, T. K. y Farrell, R. L., 1987. Enzymatic \combustion": The microbial degradation
of lignin. Annual Review of Microbiology, 41: 465-505; Hatakka, A., 1994. Lignin-modifying enzymes
from selected white-rot fungi - Production and role in lignin degradation. FEMS Microbiology Reviews,
13: 125-135; Ruiz-Due~nas, F. J., Camarero, S., Perez-Boada, M., Martnez, M. J., y Martnez, A. T.,
2001. A new versatile peroxidase from Pleurotus. Biochemistry Society Transactions, 29: 116-122). Las
lacasas (EC 1.10.3.2) pueden utilizar el O2 atmosferico como aceptor nal de electrones (en comparacion
con las peroxidasas que requieren una fuente exogena de peroxido de hidrogeno) pero poseen un menor
potencial redox que les impide oxidar directamente las unidades no fenolicas de la lignina, mayoritarias
en este polmero, y compuestos relacionados.
Estudios realizados hace una decada mostraron por primera vez que las lacasas en presencia de ciertos
compuestos que actuan como mediadores redox son capaces de degradar modelos no fenolicos de lignina.
La existencia de mediadores redox naturales para la degradacion de la lignina por las lacasas fangicas es
un tema en debate, pero estudios en este campo han mostrado el gran potencial de los sistemas lacasa-
mediador para el blanqueo de la pasta de papel. La primera patente sobre el blanqueo de pastas de papel
utilizando estos sistemas se deposito en 1993 (Call, H.-P., 1994. Verfahren zur Vernderung, Abbau
oder Bleichen von Lignin, ligninhaltigen Materialien oder hnlichen Stoen. Patent WO 94/29510) y
posteriormente se han depositado otras incluyendo nuevos mediadores y sistemas enzimaticos para el
blanqueo de pastas de madera de frondosas o conferas (Schneider, P. y Pedersen, A. H., 1995. Enhance-
ment of laccase reactions. Patent W095/01426; Bourbonnais, R., Rochefort, D., Paice, M. G., Renaud,
S., y Leech, D., 1999. Oxidase process for pulp and dye oxidation. Patent W09954545; Stohrer, J., Call,
H.-P., Freudenreich, J., Amann, M., y Mu¨ller, R., 2001. Multi-component system for modifying, degra-
ding or bleaching lignin, lignin-containing materials or similar substances. Patent USA 6,258,209 B1).
Durante los ultimos a~nos el uso de tecnicas de ingeniera genetica ha permitido la produccion de lacasas
recombinantes a bajo precio, igual que ocurrio previamente con las xilanasas utilizadas en el blanqueo.
Aunque se ha investigado una gran cantidad de mediadores qumicos para el blanqueo con lacasas, el
elevado coste de algunos de los mas ecaces constituye uno de los principales factores limitantes para la
aplicacion industrial del blanqueo de diferentes tipos de pastas con los sistemas lacasa-mediador.
Algunas de las pastas de alta calidad producidas a partir de las plantas herbaceas o arbustivas cul-
tivadas para la produccion de bra son a menudo mas difciles de blanquear que las pastas qumicas
de madera de frondosas o conferas, como consecuencia de las diferencias en su estructura anatomica
y composicion qumica mencionadas anteriormente. De hecho, para contenidos en lignina equivalentes
(estimados como ndice kappa) las blancuras de las pastas de plantas herbaceas y arbustivas cultivadas
para la produccion de bra suelen ser inferiores a las de las pastas de madera. Tal como se describe en
la presente invencion, los sistemas lacasa-mediador integrados en secuencias TCF resultan especialmente
adecuados para el blanqueo de este tipo de pastas ya que permiten alcanzar elevados grados de blancura
(superiores a 80 % ISO) y deslignicacion (alrededor de ndice kappa 1). Estos resultados, que hasta
la fecha solo se obtienen utilizando reactivos con cloro (ya que las secuencias TCF convencionales no
3
B
ES 2 189 683 A1
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
proporcionan elevadas blancuras a este tipo de pastas) permitiran la eliminacion del uso de ClO2 (o
de ClO2 en los casos en que aun se utilice), para el blanqueo de pastas de alta calidad elaboradas con
bras de plantas herbaceas o arbustivas cultivadas para la produccion de bra (no bras de madera). El
coste del blanqueo descrito en la presente invencion (incluyendo los de la enzima y el mediador) resultan
asumibles por el elevado precio de este tipo de pastas que son utilizadas en la fabricacion de papeles
especiales (y algunos usos no papeleros) y se ve justicado por la mejora de calidad obtenida, el ahorro
de reactivos para el blanqueo, las ventajas medioambientales adicionales y la simplicidad del proceso de
blanqueo debido a la reduccion del numero de etapas.
Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion
La presente invencion describe un procedimiento de blanqueo libre de cloro altamente ecaz para
el blanqueo de pastas obtenidas a partir de bras de plantas herbaceas o arbustivas, que se basa en la
aplicacion de una enzima ligninoltica de tipo lacasa producida por hongos (EC 1.10.3.2) en presencia de
mediadores redox, seguido o precedido de blanqueo qumico con reactivos libres de cloro.
Las pastas a tratar son principalmente pastas de alta calidad obtenidas a partir de plantas cultiva-
das para la produccion de bra, como ca~namo, lino o kenaf (no a partir de bras de madera). Estas
pastas son a menudo especialmente difciles de blanquear utilizando secuencias qumicas convencionales,
especialmente las de tipo TCF. Las lacasas a utilizar son lacasas salvajes (no recombinantes) produci-
das por basidiomicetos ligninolticos, incluyendo especies de Pycnoporus, Trametes, Funalia, Pleurotus,
Coriolopsis y Cerrena y forman parte de la presente invencion. Por otro lado, con los conocimientos y
capacidades existentes en el sector de la tecnica, tambien se podran utilizar estas mismas enzimas pro-
ducidas en organismos modicados geneticamente en los que se ha introducido una secuencia de DNA
(acido desoxirribonucleico) que codique la lacasa a obtener, as como combinaciones de lacasa y otras
enzimas de forma que la accion de la lacasa en el blanqueo resulte potenciada por la presencia de las otras
enzimas, y forma parte de la presente invencion. El tratamiento de la pasta se lleva a cabo utilizando
mediadores redox sinteticos o naturales (o productos estructuralmente relacionados con estos ultimos).
Tras el tratamiento lacasa-mediador se incluye una etapa de blanqueo con peroxido de hidrogeno y, si se
desea, una etapa reductora que permite mantener casi inalterada la viscosidad de la celulosa y forman
parte del procedimiento de la presente invencion. El producto obtenido puede presentar blancuras supe-
riores a 80 % ISO y contenidos en lignina muy bajos tal como se estima mediante ndice kappa (valores
proximos a 1) o mediante pirolisis analtica. Por otro lado las propiedades mecanicas del papel resultante
son similares o superiores a las obtenidas mediante secuencias qumicas TCF que contienen un elevado
numero de etapas. De esta forma, la integracion del tratamiento con el sistema lacasa-mediador en una
secuencia libre de cloro ofrece la posibilidad de mejorar la calidad del producto, reducir los costes y
el numero de etapas y limitar el impacto medioambiental del proceso al eliminarse el uso de reactivos
clorados. Las pastas obtenidas utilizando lacasas no recombinantes son especialmente adecuadas para la
fabricacion de papeles especiales y productos relacionados que tengan que estar en contacto con alimentos
o con el cuerpo humano.
Descripcion detallada de la invencion
Se describe un procedimiento libre de cloro para el blanqueo de pastas de alta calidad, obtenidas a
partir de plantas cultivadas para la produccion de bra, basado en el tratamiento con una enzima de tipo
lacasa (EC 1.10.3.2) en presencia de mediadores redox. Las pastas a tratar pueden ser pastas de dife-
rentes plantas herbaceas o arbustivas, como ca~namo, lino, algodon, kenaf, yute, sisal, miscanto o abaca
(se excluyen las pastas de bras de madera) obtenidas mediante coccion alcalina (a menudo en presencia
de antraquinona), que por la longitud de sus bras y otras caractersticas de las mismas se utilizan para
fabricar papeles especiales.
La lacasa a utilizar puede obtenerse de cepas fungicas seleccionadas, conservadas en las colecciones
de cultivos del Centro de Investigaciones Biologicas del CSIC-Madrid (IJFM) y el Institut National de la
Recherche Agronomique-Marseille (INRA) y depositadas tambien en la Coleccion Espa~nola de Cultivos
Tipo-Valencia y en el Instituto Pasteur-Paris, pertenecientes a diferentes especies del genero Pycnoporus,
incluyendo P. cinnabarinus (como IJFM A720, CECT 24448, o INRA I-937 y SS3) y especies proximas
y forman parte de la presente invencion. Tambien puede obtenerse de cepas de otros basidiomicetos
ligninolticos pertenecientes, por ejemplo, a los generos Trametes, como T. versicolor IJFM A136; Pleu-
rotus, como P. eryngii IJFM A169 (= CBS 613.91), P. pulmonarius IJFM A578 (= CBS 507.85) o P.
ostreatus IJFM A579 (= CBS 411.71); Coriolopsis, como C. rigida IJFM A765 (CECT 24449); o Cerrena,
4
B
ES 2 189 683 A1
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
como C. unicolor IJFM A184 (CECT 24450) y forman parte de la presente invencion. Estas cepas son
cultivadas en medio lquido (a base p.ej. de hidrolizado de almidon) en un bioreactor, en condiciones que
inducen la produccion de la enzima incluyendo la adicion de SO4Cu en concentraciones de 0.1 a 1 mM y/o
diferentes inductores aromaticos como acidos ferulico (3-metoxi-4-hidroxicinamico), vainllico (3-metoxi-
4-hidroxibenzoico), veratrico (3,4-dimetoxibenzoico), o xilidina (todos ellos en concentraciones de 0.02 a
1 mM) o lignina extrada de plantas herbaceas en condiciones alcalinas (1 g/1). Estas mismas lacasas
se podran obtener mediante tecnicas de ingeniera genetica basadas en la clonacion de una porcion de
DNA que codique la lacasa deseada (preferentemente un DNA complementario, cDNA, de un transcrito
del correspondiente gen) y su expresion en un sistema hospedador adecuado para la superproduccion
de protenas recombinantes y su utilizacion en este procedimiento descrito forma parte de la presente
invencion. El crudo enzimatico con elevada actividad lacasa (hasta 63 000 U/L) se obtiene mediante
precipitacion selectiva con sulfato amonico y/o dialtracion, que pueden ser seguidas de puricacion uti-
lizando tecnicas cromatogracas.
Finalmente se obtiene una preparacion de lacasa deshidratada, p. ej. por liolizacion en presencia
de compuestos que aumenten la estabilidad de la protena (como 30 % de lactosa o 20 % glicerol). La
lacasa puede tambien utilizarse en combinacion con otras enzimas en forma de preparados independientes
o conjuntos incluyendo, entre otras, oxidasas (como glucosa oxidasa y aril-alcohol oxidasa) producidas
por hongos, con objeto de impedir la repolimerizacion de los productos de degradacion de la lignina
liberados por la lacasa; y xilanasa (incluyendo preparaciones actualmente comerciales), que puede actuar
sinergicamente con la lacasa para la deslignicacion de la pasta al hidrolizar el xilano que co-precipita
con la lignina tras la coccion.
En el momento de su utilizacion, la preparacion enzimatica a utilizar se disuelve en agua (o en un
tampon del pH deseado) y se aplica a la pasta bajo atmosfera de O2, que puede ser presurizado o
no, y en presencia de compuestos que actuen como mediadores redox para la eliminacion de la lignina
residual y forma parte del procedimiento de la presente invencion. Los mediadores a utilizar pueden
ser compuestos sinteticos anteriormente descritos para el blanqueo de pastas de madera con otras laca-
sas como ABTS, acido 4-hidroxibencensulfonico (PHBS), 1-hidroxibenzotriazol (HBT), acido violurico
(2,4,5,6(1H, 3H)-pirimidina-tetrona 5-oxima) y otros compuestos aromaticos con grupos NOH, o mediado-
res naturales semejantes a los sintetizados por estos hongos como el acido 4-hidroxiantranlico producido
por Pycnoporus cinnabarinus, o derivados del ataque a la lignina por los hongos ligninolticos, como
acido p-hidroxibenzoico, vainillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehdo), acetosiringona o p-hidroquinona,
y compuestos estructuralmente relacionados. La actividad lacasa se mide usando 2,2’-azinobis-(3-etil-
benzotiazolin-6-sulfonato) (ABTS) como sustrato (tamponacetato sodico 100 mM a pH 5) y se expresa
en unidades internacionales (U), cada una de las cuales corresponde a la cantidad de enzima que oxida un
micromol de sustrato por min. La dosis de enzima empleada en la deslignicacion y blanqueo de la pasta
puede variar entre 1 y 20 U por g de pasta, en funcion de la cantidad de mediador empleada (que puede
oscilar entre 0,5 y 7,5 %), el tiempo de reaccion (entre 1 y 24 h) y la temperatura (entre 30 y 50C). La
secuencia de blanqueo se continua con un tratamiento con peroxido de hidrogeno (p. ej. al 3 % respecto
al peso seco de pasta) que no necesita ser bajo O2 presurizado, y puede aplicarse sin necesidad de una
extraccion alcalina previa y forma parte del procedimiento de la presente invencion. La integridad de la
celulosa puede ser ecazmente protegida incluyendo una etapa reductora con borohidruro sodico (p. ej.
al 2 % respecto al peso seco de pasta) u otros agentes reductores como el ditionito sodico, que evite su
degradacion en condiciones alcalinas a partir de los grupos carbonilo formados en la celulosa durante la
oxidacion de la lignina por la lacasa.
Utilizando este tipo de secuencia (que debe optimizarse en lo que se reere a dosis de lacasa y me-
diador, consistencia de la pasta, duracion del tratamiento enzimatico, y caractersticas de las etapas
posteriores incluyendo dosis de peroxido de hidrogeno) para cada tipo de pasta y calidad del producto
a fabricar, es posible obtener pastas de alta blancura (entre 80 y 90 % ISO) y muy bajo contenido en
lignina estimado mediante ndice kappa (con valores proximos a 1) y pirolisis analtica (utilizando com-
puestos marcadores de la celulosa y las diferentes unidades de la lignina). Estos resultados superan los
obtenidos con secuencias qumicas TCF convencionales (incluso utilizando ozono y un numero muy ele-
vado de etapas). Dadas las caractersticas de la secuencia desarrollada, la eliminacion de la lignina y
el fuerte incremento de la blancura pueden alcanzarse sin una degradacion signicativa de la celulosa y
manteniendo, o incluso mejorando, las propiedades mecanicas de las pastas.
El coste de la enzima y el mediador resultan economicamente asumibles por el elevado precio de este
tipo de pastas utilizadas en la fabricacion de papeles especiales, incluyendo ltros para cafetera, bolsitas
de te, papel moneda, papel de tipo Biblia, papeles dielectricos, papel para cigarrillos, etc., y en algunos
usos no papeleros como la fabricacion de composites. Las principales ventajas del proceso son la mejora en
5
B
ES 2 189 683 A1
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
la calidad de la pasta obtenida, el ahorro de reactivos para el blanqueo, y las ventajas medioambientales
resultantes de la completa eliminacion de reactivos clorados de la secuencia de blanqueo. Una ventaja
adicional de la utilizacion de lacasa no recombinante (de Pycnoporus cinnabarinus y especies relaciona-
das) esta relacionada con su utilizacion en la fabricacion de productos relacionados con la alimentacion
o en contacto con el cuerpo humano (tal como se describe en la presente invencion). Tengase en cuenta
que la mayor parte de las lacasas actualmente en el mercado son de tipo recombinante, es decir obteni-
das a partir de organismos modicados geneticamente denominados GMO (del ingles genetically-modied
organism), que a menudo no son bien aceptados por la opinion publica para la fabricacion de alimentos
y usos relacionados.
Ejemplos de realizacion de la invencion
Ejemplo 1
Blanqueo de pasta alcalina de lino con cultivos de hongos con alta actividad lacasa y diferentes mediadores
La pasta de lino fue obtenida mediante coccion alcalina en presencia de antraquinona. La pasta tena
inicialmente una blancura de 36 % ISO, 11 dendice kappa y 880 mL/g de viscosidad. Se utilizaron 20 g de
pasta para cada tratamiento en matraces de 1l, en tampon tartrato 50 mM pH 4 y a una consistencia de
la pasta del 2 % (p/v). Para el tratamiento de la pasta se cultivaron los hongos Trametes versicolor IJFM
A136, Pycnoporus cinnabarinus IFJM A720, y Pleurotus eryngii IJFM A169 (= CBS 613.91) procedentes
de la coleccion de cultivos de hongos del Centro de Investigaciones Biologicas del CSIC en Madrid (IJFM)
en medios glucosa-tartrato amonico (Guillen, F., Martnez, A. T., y Martnez, M. J., 1990. Production
of hydrogen peroxide by aryl-alcohol oxidase from the ligninolytic fungus Pleurotus eryngii. Applied
Microbiology and Biotechnology, 32: 465-469) y glucosa-peptona (Martnez, M. J., Ruiz-Due~n as, F. J.,
Guillen, F., y Martnez, A. T., 1996. Purication and catalytic properties of two manganese-peroxidase
isoenzymes from Pleurotus eryngii. European Journal of Biochemistry, 237: 424-432). En el momento de
maxima produccion de lacasa (estimada usando ABTS como sustrato en tampon acetato sodico 100 mM
a pH 5) los cultivos lquidos de tres hongos basidiomicetos fueron a~nadidos a la pasta de forma que la
actividad lacasa oscilo entre 100 y 200 U por matraz (10-20 U/g de pasta). Como mediadores se utiliza-
ron HBT) y ABTS al 2 % (p/p) respecto a la pasta. Los matraces se mantuvieron a 30C y 160 rpm de
agitacion, con una corriente humeda continua de O2. Transcurridas 24 h de tratamiento lacasa-mediador
(etapa L), se ltro la pasta a vaco y se sometio a extraccion alcalina (etapa E) con NaOH al 1,5 %
durante 1 h a 60C y al 5 % de consistencia de la pasta. Posteriormente, se realizo una etapa de blanqueo
con peroxido de hidrogeno (etapa P) al 3 %, durante 2 h a 90C, en presencia de NaOH 1,5 %, DTPA 1 %
y MgSO4 0,2 %, usando una consistencia de pasta del 5 %. El ndice kappa (ISO 302), la blancura (ISO
3688), y la viscosidad (ISO 5351/1) de las pastas tratadas despues de la extraccion alcalina (LE) y del
blanqueo con peroxido de hidrogeno (LEP), fueron comparadas con los controles tratados en analogas
condiciones pero sin enzima ni mediador. Para conocer en mas detalle las modicaciones de la lignina
se realizaron analisis mediante pirolisis-cromatograa de gases-espectrometra de masas (Py-GC-MS). Se
utilizo un pirolizador de punto de Curie (pirolisis a 610C durante 3,5 segundos) y una columna DB-5
de 30 m x 0.25 mm, programada 1 min a 40C y hasta 300C a 6C/min, manteniendose la temperatura
nal durante 20 min. Los cambios en la relacion lignina/celulosa y entre las unidades de la lignina fueron
calculados a partir de los picos de los compuestos: 4-hidroxi-5,6-dihidro (2H)-pirano-2-ona (m/z 114)
como marcador de la celulosa; y 4-metilguayacol (m/z 138), 4-etilguayacol (m/z 152), 4-vinilguayacol
(m/z 150) y trans-4-propenilsiringol (m/z 164) como marcadores de las unidades G; y 4-metilsiringol
(m/z 168), 4-etilsiringol (m/z 182), 4-vinilsiringol (m/z 180) y trans-4-propenilsiringol (m/z 194) como
marcadores de las unidades S.
Los resultados obtenidos (Tabla 1) muestran importantes incrementos de la blancura tras el tra-
tamiento lacasa-mediador. De esta forma, las blancuras pasaron de 36 % ISO en el material inicial a
valores superiores a 75 % ISO cuando se incluyo una etapa de peroxido de hidrogeno tras el tratamiento
enzimatico, pasando por 60 % ISO cuando solo se aplico el tratamiento lacasa-mediador seguido de ex-
traccion alcalina (sin peroxido de hidrogeno). De una forma paralela el contenido en lignina de la pasta
(estimado mediante el ndice kappa) paso de 11 en el material inicial a valores inferiores a 2 tras el tra-
tamiento lacasa-mediador seguido de peroxido de hidrogeno, pasando por valores proximos a 3 cuando
solo se aplico el tratamiento lacasa-mediador seguido de extraccion alcalina (sin peroxido de hidrogeno).
Por otro lado, la comparacion de las diferentes enzimas y mediadores mostro los mejores resultados en
terminos de incremento de blancura, descenso del ndice kappa y mantenimiento de la viscosidad de la
pasta (que indica el mantenimiento del grado de polimerizacion de la celulosa), cuando se utilizo lacasa
de P. cinnabarinus en presencia de HBT.
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TABLA 1
Blanqueo de pasta de lino con lacasas de tres hongos en presencia de dos mediadores
Por otro lado, los analisis de Py-GC-MS (Tabla 2) mostraron que la lignina residual de las pastas
alcalinas de lino esta formada por unidades G y S, con un predominio de estas ultimas. El analisis de
las pastas tratadas con los diferentes sistemas lacasa-mediador (y posterior extraccion alcalina) mostro
una eliminacion selectiva de la lignina frente a la celulosa. Ademas, se observo una fuerte alteracion de
la lignina residual con eliminacion preferente de las unidades S. Los rangos de deslignicacion obtenidos
con las lacasas de T. versicolor y P. cinnabarinus utilizando HBT como mediador, fueron superiores a
los obtenidos cuando se empleo ABTS. La lacasa de Pycnoporus cinnabarinus dio los mejores resultados
en terminos de eliminacion de la lignina y modicacion de la composicion de la lignina residual (en
terminos de relacion S/G). La baja relacion lignina/celulosa obtenida tras pirolisis de la pasta tratada
con el sistema lacasa-HBT coincide con el elevado incremento de blancura y reduccion de ndice kappa
(Tabla 1).
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Ejemplo 2
Blanqueo con diferentes preparaciones de lacasa de Pycnoporus cinnabarinus en presencia de HBT
La pasta alcalina de lino utilizada en este ensayo posea una blancura inicial de 36,2 % ISO, 11,1 de
ndice kappa y 950 ml/g de viscosidad. La deslignicacion y blanqueo de la pasta se llevo a cabo con
un cultivo lquido de Pycnoporus cinnabarinus IJFM A720 obtenido tal como se describe en el Ejemplo
1, y con crudos de lacasa obtenidos de dicho hongo. Los crudos se obtuvieron mediante ltracion de los
cultivos de Pycnoporus cinnabarinus en el momento de maxima actividad lacasa, desechando el micelio.
Estos ltrados se concentraron mediante dos tecnicas diferentes: a) ultraltracion tangencial por mem-
branas de 3 kDa, donde el flujo tangencial concentra todos los compuestos mayores de 3 kDa mientras
que los compuestos de bajo peso molecular (inferior al poro de la membrana) son eliminados junto con el
agua; y b) concentracion en rotavapor que unicamente evapora el agua y retiene todos los compuestos de
bajo peso molecular que hay en el lquido de cultivo. El ensayo se llevo a cabo en condiciones analogas
al Ejemplo 1, pero al 3 % de consistencia de la pasta y con una concentracion de HBT del 3 % p/p y 20
U de enzima por g de pasta. Igual que en el Ejemplo 1, la pasta tratada con lacasa y HBT fue extrada
con NaOH y blanqueada con peroxido de hidrogeno y las propiedades de la pasta fueron determinadas
segun normativa ISO.
Los resultados obtenidos (Tabla 3) mostraron que el micelio del hongo presente en el cultivo y los
compuestos de bajo molecular eliminados por ultraltracion no son necesarios para la deslignicacion y
blanqueo de la pasta. Los resultados obtenidos con el ultraltrado de los cultivos (o el concentrado en
rotavapor), incluyendo una blancura superior del 80 % ISO y un ndice kappa de 1,3, fueron mejores que
los obtenidos en el Ejemplo 1.
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TABLA 3
Blanqueo de pasta de lino con lacasa de P. cinnabarinus y HBT: Comparacion de cultivo completo y dos
crudos enzimaticos (para abreviaturas ver Tabla 1)
Ejemplo 3
Blanqueo de pasta de lino con lacasa-HBT: Produccion de la enzima en biorreactor y efecto de las etapas
qumicas posteriores al tratamiento enzimatico
La lacasa de Pycnoporus cinnabarinus se produjo en biorreactores de tama~no peque~no (12 litros)
a mediano (75 litros) utilizando la cepa INRA-Marsella SS3 u otras equivalentes. El inoculo para los
biorreactores se preparo a partir de cultivos en frascos de Roux con 200 ml de medio (2 % maltosa,
0.1 % extracto de levadura, 0.23 % tartrato sodico, 0.18 % tartrato amonico, 0.13 % fosfato monopotasico,
0.01% cloruro calcico, 0.05 % sulfato magnesico, 70 ppm sulfato ferroso, 46 ppm sulfato de zinc, 35 ppm
sulfato manganoso, 7 ppm sulfato cuprico, 0.1 ppm tiamina, 0.05 ppm riboflavina, 0.05 ppm. piridoxina,
0.5 ppm pantotenato calcico, 0.05 ppm acido p-aminobenzoico, 0.5 ppm nicotinamida, 0.001 ppm colina,
0.01 ppm acido folico y 0.01 ppm inositol) cada uno de los cuales fue inoculado con 5 porciones obtenidas
a partir de cultivos recientes en MYA2 (2 % extracto de malta, 0.1 % extracto de levadura y 1.6% agar) e
incubados a 30C sin agitacion. Tras 10 das de incubacion, se separo el micelio esterilmente por ltracion
en papel Miracloth (Calbiochem) y se trituro en Ultraturax durante 1 min a 9000 rpm. El homogenei-
zado de micelio obtenido se utilizo para inocular los diferentes fermentadores en la proporcion adecuada
(el contenido de 12 frascos de Roux, triturado y suspendido en 500 ml de agua esteril se utilizo para
inocular 50 litros de medio). Para los cultivos en biorreactor se modico ligeramente el medio anterior:
la maltosa se reemplazo por Glucidex 47 (un hidrolizado de almidon comercializado por Roquette) y
las concentraciones de extracto de levadura y tartrato amonico se incrementaron hasta 0.30 % y 0.37 %
respectivamente. Al medio de cultivo se a~nadio 0.01% sulfato cuprico y 0.5 % Tween 80. Los cultivos
en biorreactor se realizaron a 30C y 90 rpm con una aireacion de 0.5 vvm (que permite mantener la
concentracion de oxgeno disuelto y limitar la formacion de espuma). Al tercer da de cultivo se a~nadio
0.01% de acido ferulico como inductor. A los 10 das se alcanzan niveles de lacasa de 63 000 U/litro. La
lacasa se precipito selectivamente con sulfato amonico, se sometio a dialtracion, y se liolizo en presencia
de 30 % lactosa (m/m).
El preparado obtenido mantuvo el 60 % de la actividad inicial y se uso para tratar 90 g de pasta
alcalina de lino (la misma del Ejemplo 2) utilizando una dosis de 20 U/g de pasta, y HBT al 4 % p/p con
respecto a la pasta. El ensayo se realizo en matraces conteniendo pasta al 3 % de consistencia en tartrato
sodico 50 mM pH 4, con Tween 80 como surfactante (0.05 % p/v). La pasta se incubo a 30C, durante
24 h y 160 rpm, con flujo continuo de O2. Finalizado el tratamiento enzimatico (etapa L), la pasta fue
sometida a diversos tratamientos: extraccion alcalina (etapa E), extraccion alcalina seguida de etapa de
peroxido de hidrogeno (EP), etapa de peroxido de hidrogeno (etapa P), tratamiento reductor con NaBH4
(etapa R) y etapa de peroxido de hidrogeno con oxgeno presurizado (etapa Po). La extraccion alcalina
y el blanqueo con peroxido de hidrogeno se realizaron en las mismas condiciones del Ejemplo 1. La etapa
reductora se llevo a cabo al 5 % de consistencia de la pasta, con 2 % de NaBH4, a temperatura ambiente
y durante 30 minutos. El blanqueo con peroxido de hidrogeno presurizado se realizo en reactor con 5
kg/cm2 de presion de O2, al 3 % de peroxido de hidrogeno, durante 2h a 90
C, en presencia de NaOH
1,5 %, DTPA 1 % y MgSO4 0,2 % y al 10 % de consistencia de la pasta. Despues de cada tratamiento,
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se determinaron la blancura, ndice kappa y viscosidad de las pastas y controles correspondientes (segun
Ejemplo 1).
TABLA 4
Blanqueo de pasta de lino con lacasa y HBT: Efecto de diferentes etapas qumicas posteriores al
tratamiento enzimatico
Los resultados obtenidos (Tabla 4) mostraron que es posible suprimir la extraccion alcalina antes del
blanqueo con peroxido de hidrogeno, ya que los resultados alcanzados (LP) fueron similares o incluso
superiores a los obtenidos mediante la secuencia de blanqueo (LEP) utilizada en los ejemplos anteriores.
Los resultados tras el tratamiento reductor (etapa R) mostraron que de esta forma es posible evitar la
cada en la viscosidad de la pasta que se produce al aplicar tratamientos alcalinos etapa E o las mismas
condiciones alcalinas utilizadas para disolver la celulosa en el ensayo de medida de viscosidad - despues del
tratamiento lacasa-mediador. Este comportamiento se explica por la formacion de grupos carbonilo en la
celulosa en condiciones fuertemente oxidantes (como las que se producen en el tratamiento enzimatico, o
durante el blanqueo con ozono) que en medio alcalino dan lugar a la rotura de las cadenas de celulosa por
(-eliminacion. Por otro lado, la aplicacion del peroxido de hidrogeno bajo oxgeno presurizado (secuen-
cia LPo) permitio aumentar algo mas de un 1 % ISO la blancura obtenida con respecto a la secuencia
LP.
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Ejemplo 4
Blanqueo de pasta de lino con la secuencia enzimatica LPo: Evaluacion de propiedades papeleras y com-
paracion con una secuencia qumica (WAOAZRPWA)
El tratamiento enzimatico de la pasta de lino (la misma del Ejemplo 2) con lacasa-HBT y posterior
blanqueo con peroxido de hidrogeno en reactor presurizado con oxgeno (secuencia LPo), se realizaron
en las condiciones descritas en el Ejemplo 3. La pasta control fue tratada en analogas condiciones pero
en ausencia de enzima y mediador. La pasta blanqueada fue renada a 20000 revoluciones en un molino
PFI de laboratorio. Las propiedades sico-mecanicas del papel resultante fueron determinadas siguiendo
la normativa ISO: longitud de rotura expresada en km (ISO 1924-1), el ndice de traccion en N.m/g (ISO
1924-1), el ndice de estallido en kN/g (ISO 2758), el ndice de desgarro en mN.m2/g (,SO 1974) y la
resistencia al plegado (ISO 5626). Las propiedades de la pasta y el papel resultantes fueron comparadas
con las obtenidas tras una secuencia de blanqueo qumico con oxgeno (O), ozono a pH acido (AZ) y
peroxido de hidrogeno (P), que inclua tambien dos lavados acidos (WA) y una etapa reductora (R).
Para blancura y grado de reno similares, los resultados obtenidos con la secuencia LPo mostraron
menor ndice kappa y mayor viscosidad de la pasta que los obtenidos con la secuencia qumica (Tabla
5). El papel procedente del blanqueo enzimatico mostro tambien mejores propiedades mecanicas, en
particular en los ndices de traccion y desgarro.
TABLA 5
Propiedades de pasta y papel tras la secuencia enzimatica LPo comparada con una secuencia qumica
con ozono
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Ejemplo 5
Blanqueo de pasta de lino con lacasa-HBT en reactor presurizado
Se realizaron dos ensayos de blanqueo de pasta de lino (la misma del Ejemplo 2) con el sistema lacasa-
HBT, en reactor presurizado con 6 bares de presion de O2. En ambos casos se trataron 40 g de pasta
(p.s.) con 20 U/g de lacasa de Pycnoporus cinnabarinus (Ejemplo 3) en tartrato sodico 50 mM a pH 4
y en presencia de Tween 80 al 0,05 (p/v). Un ensayo se realizo en condiciones analogas a las utilizadas
en los ensayos de blanqueo en matraz: con HBT al 3 % (p/p) respecto a la pasta, a una consistencia de
la pasta del 3 % (p/v), incubandose durante 24 h a 30C. La agitacion en el reactor fue de 60 rpm las
primeras 4 h y de 40 rpm las restantes. El otro ensayo se llevo a cabo con las mismas dosis de enzima
y mediador pero con un 8 % (p/v) de consistencia de la pasta, durante 4 h y a 40C. La agitacion en
el reactor fue de 60 rpm las 4 h. La pasta blanqueada enzimaticamente (L) fue sometida a una etapa
posterior de blanqueo con peroxido de hidrogeno (en condiciones identicas a las del primer Ejemplo, sin
una extraccion alcalina previa). Las propiedades de la pasta tratada antes y despues de blanqueo con
peroxido de hidrogeno fueron determinadas analogamente a los ensayos anteriores.
Los resultados obtenidos (Tabla 6) mostraron que el blanqueo y la deslignicacion mas ecaces antes
del peroxido de hidrogeno se obtuvieron con el tratamiento mas largo. Sin embargo, al incluir el peroxido
de hidrogeno tras el tratamiento corto se consiguieron mejoras signicativas en blancura e ndice kappa.
Este hecho, unido a la menor cada de viscosidad tras solo 4h de tratamiento, sugieren que el tratamiento
corto puede ser superior cuando se desea mantener la integridad de la celulosa en la pasta.
TABLA 6
Blanqueo de pasta de lino con lacasa-HBT en reactor presurizado
Ejemplo 6
Blanqueo de pasta alcalina de kenaf con lacasa-HBT
Las caractersticas iniciales de la pasta alcalina de kenaf utilizada en kappa y 1068 mL/g de viscosidad.
El ensayo se realizo en matraces con 10 g de pasta, en tartrato 50 mM pH 4, a una consistencia de la pasta
del 3 %. La dosis de enzima empleada fue de 20 U/g de pasta, y la dosis de HBT fue del 4 %, en peso de
pasta. Se utilizo tambien Tween 80 (0,05 % p/v) como surfactante. El ensayo se mantuvo durante 24 h a
35C y 165 rpm, con flujo continuo de O2. Se incluyo un control sin enzima ni mediador, en las mismas
condiciones. Posteriormente, la pasta tratada fue sometida a una etapa con peroxido de hidrogeno en las
siguientes condiciones: 3 % de peroxido de hidrogeno, 90C, durante 2h, con NaOH 1,5 %, DTPA 1 % y
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MgSO4 0,2 %, al 5 % de consistencia de la pasta. Las propiedades de la pasta fueron determinadas tras
la secuencia LP.
Los resultados obtenidos (Tabla 7) mostraron un incremento signicativo de la blancura de la pasta
de kenaf al ser tratada con lacasa-HBT, sin necesidad de un descenso pronunciado del ndice kappa y con
una buena conservacion de la viscosidad de la celulosa. El presente ejemplo conrma que el blanqueo
TCF con lacasa-mediador seguidos de peroxido de hidrogeno no solo pueden ser aplicados a las pastas
de lino (Ejemplos 1 a 5) sino tambien a las pastas obtenidas a partir de otras plantas cultivadas para la
produccion de bra, como el kenaf.
TABLA 7
Blanqueo de pasta de kenaf con lacasa-HBT seguido de peroxido de hidrogeno
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REIVINDICACIONES
1. Proceso para el blanqueo de pastas de papel obtenidas utilizando como materia prima plantas
herbaceas o arbustivas cultivadas para la produccion de bra (no bras de madera) caracterizado por
el tratamiento con una enzima de tipo lacasa, en presencia de mediadores redox, seguido o precedido de
un blanqueo qumico de la pasta de papel utilizando reactivos libres de cloro.
2. El proceso de la reivindicacion 1 caracterizado porque la materia prima procede tanto de plantas
del grupo de las dicotiledoneas (incluyendo, entre otras, lino, ca~namo, kenaf, algodon y yute) como de
las monocotiledoneas (incluyendo, entre otras, sisal, miscanto, abaca, esparto y trigo).
3. Proceso de la reivindicacion 2 caracterizado porque se usan bras largas (floema) de plantas di-
cotiledoneas, como Linum usitatissimum (lino), Hibiscus cannabinus (kenaf), Cannabis sativa (ca~namo)
y Corchorus spp (yute), para la produccion de pastas de alta calidad.
4. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 3 caracterizado porque la pasta de
papel se obtiene mediante coccion alcalina.
5. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4 cuando la lacasa que se utiliza para el
tratamiento de la pasta es una enzima salvaje (no recombinante) obtenida a partir de cultivos de hongos
del grupo de los basidiomicetos ligninolticos.
6. Proceso segun la reivindicacion 5 caracterizado porque la lacasa se obtiene a partir de cepas
de Pycnoporus cinnabarinus, Trametes versicolor, Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonarius, Pleurotus
ostreatus, Coriolopsis rgida (entre otras, CECT 24449) Cerrena unicolor (entre otras, CECT 24450) u
otras especies de los mismos generos o generos proximos.
7. Proceso segun la reivindicacion 6 caracterizado porque la lacasa se obtiene a partir de cepas mo-
nocarioticas o dicarioticas de Pycnoporus cinnabarinus y especies proximas seleccionadas por su elevada
capacidad para secretar lacasa, incluyendo Pycnoporus cinnabarinus CECT 24448 entre otras.
8. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 7 caracterizado porque la lacasa se
produce en biorreactores (fermentadores) utilizando un medio a base de hidrolizado de almidon, maltosa
u otras fuentes adecuadas de carbono, y condiciones de agitacion y aireacion que permiten el manteni-
miento de la presion de oxgeno y limitan la produccion de espuma.
9. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 8 caracterizado porque la lacasa
se separa del cultivo mediante precipitacion y/o ultraltracion obteniendose una preparacion con alta
actividad que puede deshidratarse mediante liolizacion en presencia de agentes protectores.
10. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 9 caracterizado porque la lacasa
se obtiene en cultivos lquidos de los hongos mencionados utilizando inductores como Cu2+ o diferentes
compuestos aromaticos incluyendo acidos ferulico (3-metoxi-4-hidroxicinamico), vainllico (3-metoxi-4-
hidroxibenzoico) o veratrico (3,4-dimetoxibenzoico), xilidina o lignina.
11. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado porque las lacasas
segun las reivindicaciones 5 a 7 se producen mediante tecnicas de ingeniera genetica, que consisten en la
expresion de una porcion de DNA que codica la enzima deseada en un hospedador adecuado (seleccio-
nado para la superproduccion de protenas recombinantes).
12. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 11 caracterizado porque las lacasas
se utilizan en combinacion con otras enzimas que potencian el blanqueo de la pasta de papel, incluyendo
oxidasas y xilanasas.
13. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 12 caracterizado porque los me-
diadores utilizados durante el tratamiento enzimatico de las pastas son compuestos sinteticos como
2,2’-azinobis-(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonato) (ABTS), acido 4-hidroxibencensulfonico (PHBS), 1-hidro-
xibenzotriazol (HBT), acido violurico (2,4,5,6(1H, 3H)-pirimidina-tetrona 5-oxima) u otros compuestos
conteniendo un grupo NOH.
14. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 12 caracterizado porque los media-
dores utilizados durante el tratamiento enzimatico de las pastas son compuestos naturales sintetizados
por los hongos, como el acido 4-hidroxiantranlico entre otros, o especies qumicas estructuralmente rela-
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cionados.
15. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 12 caracterizado porque los media-
dores utilizados son compuestos naturales formados durante la biodegradacion de la lignina, como acido
4-hidroxibenzoico, acetosiringona, vainillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehdo) o diferentes hidroquinonas,
y especies qumicas estructuralmente relacionados.
16. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 15 caracterizado porque la dosis de
enzima es de 0.1 a 100 U por kg de peso seco de pasta de papel, y mas preferentemente de 1 a 20 U por
kg de peso seco de pasta de papel.
17. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 16 caracterizado porque las dosis de
mediador son de 0.5 a 200 g por kg de peso seco de pasta de papel, y mas preferentemente de 5 a 50 g
por kg de peso seco pasta de papel.
18. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 17 caracterizado porque el trata-
miento de la pasta de papel con enzima y mediador se lleva a cabo durante un tiempo de 0.1 a 48 h, y
mas preferentemente de 1 a 8 h, a una temperatura de 30 a 50C.
19. Proceso segun la reivindicacion 18 caracterizado porque el tratamiento de la pasta de papel con
enzima y mediador se lleva a cabo a una temperatura de 10 a 80C, y mas preferentemente de 30 a 50C.
20. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 19 caracterizado porque el tra-
tamiento de la pasta de papel con enzima y mediador se aplica bajo oxgeno presurizado o a presion
atmosferica.
21. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 20 caracterizado porque el blan-
queo de la pasta de papel se completa utilizando reactivos totalmente libres de cloro, como peroxido de
hidrogeno, oxgeno u ozono, entre otros, aplicados despues o antes del tratamiento de la pasta con lacasa
y mediador (en secuencias denominadas TCF).
22. Proceso segun la reivindicacion 21 caracterizado porque la secuencia de blanqueo utilizada (de
tipo TCF) incluye un tratamiento con borohidruro sodico y otro agente reductor que permite un alto
mantenimiento de la viscosidad de la pasta en condiciones alcalinas.
23. Utilizacion de las pastas blanqueadas mediante un proceso segun las reivindicaciones 1 a 22
para la fabricacion de papeles especiales, tales como papel moneda, papel de tipo Biblia, ltros, papeles
dielectricos o para materiales compuestos (\composites").
24. Utilizacion de las pastas blanqueadas mediante un proceso segun las reivindicaciones 1 a 10 y 12 a
22, mediante el empleo de lacasas no recombinantes, para la fabricacion de papeles especiales que estaran
en contacto con alimentos (como bolsitas de te o ltros de cafetera) o con el cuerpo humano (como papel
de cigarrillos o mascarillas).
15
B
OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS
ESPAÑA
11© ES 2 189 683
21© Nº de solicitud: 200102804
22© Fecha de presentación de la solicitud: 17.12.2001
32© Fecha de prioridad:
INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TÉCNICA
51© Int. Cl.7: D21C 9/10, C12N 9/02
DOCUMENTOS RELEVANTES
Categoría Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
Categoría de los documentos citados
X: de particular relevancia
Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoría
A: refleja el estado de la técnica
O: referido a divulgación no escrita
P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentación
de la solicitud
E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentación de la solicitud
El presente informe ha sido realizado
5 para todas las reivindicaciones  para las reivindicaciones nº:
Fecha de realización del informe Examinador Página
26.05.2003 A. Maquedano Herrero 1/1
X WO 9736039 A1 (CONSORTIUM FÜR ELEKTROCHEMISCHE INDUSTRIE GmbH) 1,5,6,12,
02.10.1997, todo el documento, en particular, ejemplos 1,2; 13,16,18,
reivindicaciones. 19,21,23
X US 5691193 A (PAICE, M.G. et al.) 25.11.1997, todo el documento. 1,5,6,12,
13,21
X MUÑOZ, C. et al.: "Laccase isoenzymes of Pleorotus eryngii: 8,9,10
characterization, catalytic properties, and participation in
activation of molecular oxygen and Mn2+ oxidation", 1997,
Applied Environ. Microbiol., Vol. 63 (6), páginas 2166-2174,
ISSN:0099-2240, todo el documento, en particular, ver
"materiales y métodos"; resultados".
X SIGOILLOT, J.-C. et al.: "Laccase production by a monokaryotic 5,6,7,10
strain of Pycnoporus cinnabarinus derived from a dikaryotic
strain", 1999, World J. Microbiol. Biotechnol., Vol. 15 (4),
páginas 481-484, ISSN:0959-3993, todo el documento.
